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FasL 是 TNF 超家族成员之一，在维持免疫系统
正常发育、平衡、调节中起重要作用。FasL有两种受
体，死亡受体 Fas（Apo- 1/CD95）、诱骗受体 3（Decoy
Receptor 3, DcR3）。当 FasL与 Fas 结合时，可诱导表
达 Fas 的细胞发生凋亡。DcR3 是分泌蛋白，由于其
缺乏胞内区，故不能传导凋亡信号，其通过竞争性的












1.1 实验材料 H22 肝癌细胞株购自中国典型培养




1.2 引物的设计与合成 如表 1，引物序列均根据
CenBank 中提供的序列而设计，由上海生物工程公
司合成。




肝癌发展中 FasL 及其受体 Fas/DcR3 的表达分析
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[摘要] 目的 研究小鼠肿瘤发生早期肿瘤坏死因子超家族成员 FasL及其受体的表达特点，及其与免疫调节相关分子表达
的时空关系，探讨其在诱导肿瘤免疫耐受中的作用。方法 建立小鼠实体瘤模型，采用 RT- PCR 方法检测肿瘤组织中可溶型
FasL、Fas 及 DcR3、TGF-β、IL- 10 在肿瘤发生不同时相的表达，同时，应用 ELISA 方法定量检测血清中 TGF-β、IL- 10 的表达。
结果 在早期的肿瘤组织中，Fas 的表达先于 DcR3，其后 DcR3 大量表达，而 Fas 的表达则下调直至丢失，DcR3、FasL 同时表达
并上调，TGF-β和 IL- 10 也随肿瘤的表达而上调。TGF-β同 DcR3 的表达具有空间位置的一致性。FasL、DcR3、TGF-β和
IL- 10 的表达水平同肿瘤的生长呈正相关。结论 随着肿瘤不断的生长，肿瘤局部的免疫应答逐渐趋向于负调节，FasL、DcR3 在
诱导肿瘤免疫耐受的过程中可能发挥着重要作用。
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Analysis of FasL and Fas/DcR3 expression in hepatocellular cancer development
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[Abstract] To evaluate the role of the tumor necrosis factor (TNF) superfamily member FasL and its receptors in immunologic toler-
ance, we characterized the expression of FasL and its receptors, and their relation with immunoregulation related cytokines. We built a
murine model and measured the expressions of soluble FasL, Fas, DcR3, TGF-β, IL- 10 in tumor at different phases by using RT- PCR, at
the same time we detected the levels of TGF-β and IL- 10 in serum by ELISA. At early phases of tumorigenesis, the Fas expression was a-
head to DcR3, as time went on, DcR3 expression increased but the expression of Fas was down- regulated. DcR3 and FasL expression
up- regulated simultaneously; expression levels of TGF-β and IL- 10 were up- regulated with development of tumorigenesis. In addition,
the expression levels of FasL, DcR3, TGF-β, and IL- 10 were positively related with tumor growth. The results shows that FasL and DcR3
maybe play an important role in inducing immunologic tolerance in tumorigenesis.
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增DcR3、Fas、FasL、TGF-β、IL- 10 基 因 的 引 物 ，以
β- actin 基因为内参照，进行 PCR 反应条件为：94℃
45 s，52℃ 45 s，72℃ 1 min，共 30 个循环，最后再于
72℃延伸 10 min。
1.4 检测各基因的表达 将 36 只小鼠随机分成 6 组
( A ~ F 组，每组 6 只)，在每组小鼠的右侧大腿肌肉
接种 1×105 肝癌细胞 H22。分别于接种后的第 2、4、
6、8、10、12 天处死 A~F 组的小鼠。取各组接种部位
的组织、肿瘤与正常肌肉交界处的组织、瘤周的肌肉
组织和小鼠左侧大腿肌肉组织，从中提取总 RNA





1.5 检测肿瘤的生长状况 A ~ F 组小鼠处死解剖
后，称取瘤质量(以 g 为单位表示)。统计时取每组瘤
质量的均值。
1.6 统计学分析 结果以x軃±s 表示，计量资料的组
间显著性检验采用单因素方差分析。
2 结果
2.1 DcR3mRNA 在小鼠不同部位的表达 在接种




腿肌肉、接种 H22 细胞的周围肌肉组织中 DcR3 均
有表达，表达有下调现象，小鼠左侧正常大腿肌肉至
第 12 天无 DcR3 表达（图 1）。
2.2 FasL/Fas mRNA 在不同部位的表达变化 在
接种部位，第 2、4、6 天，肿瘤组织中 FasL 高表达，接







2.3 FasL /Fas 与 DcR3 mRNA 在不同组织部位的
表达比较 采用 RT- PCR 检测了 FasL、Fas 及 DcR3
在不同部位中的相对表达量。结果显示，在接种后第





表 1 DcR3 等的引物序列表
Tab 1 Sequences of the forward and reverse primers used in this study
DcR3 P1 5'- GGCTCGAGTGCTCCAGAAGGACCATGA- 3'
P2 5'- GAGGATCCGAGGAAGAGCCTGGCACATT- 3'
Fas P1 5'- CATGACAATCCAGGAAGC- 3'
P2 5'- CCAAGGTCCTTCTGGACC - 3'
FasL P1 5'- GCATGCTCGTACTAGGCC - 3'
P2 5'- CCAATGTACTGGTGGAGG - 3'
TGF-β P1 5' - GACATCTCACACAGTATATA- 3'
P2 5'- TCCACTTCCAACCCAGGTC - 3'
IL- 10 P1 5'- GCCTGGCTCAGCACTGCTAT - 3'
P2 5'- CCACTGCCTTGCTCTTATTT - 3'
T represents muscle where inoculated tumor cells;, S representing
the peripheral muscle of tumor; F represents the muscle beyond the tumor;
Lmeans the normal muscle of the left leg
图 1 RT-PCR 分析 DcR3 mRNA 水平的表达
Fig 1 mRNA expression of DcR3 measured by RT-PCR
T - + + + + +
S + + + + + +
F + + + + + +
L + + + + + +
DcR3
β-a c t i n
2 4 6 8 10 12
Primers P1/P2 Sequences
243· ·




的表达量也较高，反之亦然。提示 FasL 同 DcR3 在
肿瘤组织中的表达，不仅有时相上的一致性，而且还
存在空间上的一致性。
2.4 TGFβ、IL-10 mRNA 在不同部位的表达变化 在
接种肿瘤后第 2 天，即可检测到TGF-β和 IL- 10的
少量表达，随着时间的推移其表达上调，TGF-β较
IL- 10上调更明显。肿瘤与肌肉交界处、瘤周组织和左
侧大腿肌肉第 2~12 天均检测到 TGF-β和 IL- 10 表
达，且表达上调。以上提示，随着时间的推移肿瘤局部
组织中的免疫反应逐渐趋向于负调节（图 3）。
2.5 ELISA 检测血清中 TGFβ、IL-10 的表达 将
血清稀释 100 倍，检测 TGF-β、IL- 10 的含量，对
比标准样品，结果显示 TGF-β 和 IL- 10 在血清
中的含量呈上升状态，与 RT- PCR 的结果一致，见
表 2。
图 2 RT-PCR 分析 Fas、FasL mRNA 水平的表达
Fig 2 mRNA expressiona of Fas and FasL measured by RT-PCR
图 3 RT-PCR 分析 TGFβ、IL-10 mRNA 水平的表达
Fig 3 Expressiona of TGFβ and IL-10 mRNA measured by RT-PCR
表 2 ELISA 分析血清中 TGF-β、IL-10 的浓度
Tab 2 Concentration of TGF-β and IL-10 in serum detected by ELISA
(ng/ml)
2 4 6 8 10 12
T + + + + + +
S + + + + + +
F + + + + + +
L + + + + + +
TGF-β
β-a c t i n
T + + + + + +
S + + + + + +
F + + + + + +
L + + + + + +
IL-10
β-a c t i n
2 4 6 8 10 12
2 4 6 8 10 12
T - + + + - +
S + + + + - +
F + + + + - +
L - - - - - -
FasL
β-a c t i n
T - - - - - -
S - - - - - -
F + + + - - -
L - + + - - -
β-a c t i n
Fas
2 4 6 8 10 12
d2 d4 d6 d8 d10 d12
TGF-β 2.63 3.06 3.77 5.03 5.05 9.51
IL- 10 0.52 1.39 2.82 3.08 6.18 7.62
Cytokines
2.6 FasL、Fas 及 DcR3 mRNA 的表达与肿瘤生长
的相关性 将荷瘤小鼠处死后，测定瘤质量显示：第
2、4、6 天，未见肿瘤明显生长，第 6 ~ 8 天肿瘤突然
迅速生长，第 8~12 天，瘤质量已有明显增长。如前面
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图 4 接种肿瘤细胞后在不同的时间称量肿瘤的重量


















2 4 6 8 10 12
3 讨论
肿瘤细胞逃避免疫攻击的途径是多样的，其中
包括：①表达 DcR3 等阻断受体以阻断 TNF 所介导
的凋亡；②表达凋亡介导配体如 TRAIL，以介导免疫
细胞的凋亡。此外，DcR3 还作为一种效应因子，使
CD4+ Th0 细胞更多地向 Th2 细胞分化[4- 6]。Th2 型 T
细胞主要分泌 IL- 4、IL- 5、IL- 6 和 IL- 10 细胞因子，
过度的 Th2 细胞应答，则可削弱机体对感染因子的
保护性防御机制[7- 8]。
本实验侧重研究了 DcR3 与 Fas、FasL 在肿瘤的





身 Fas 的表达而逃逸 FasL 诱导的凋亡，或者通过调





中从第 4 天开始有测到极微量的 DcR3 表达，之后






我 们 检 测 到 在 肿 瘤 发 展 过 程 中 细 胞 因 子
TGF-β、IL- 10 的表达水平持续上调。这些细胞因子
属于 Th2 型细胞因子，过度的 Th2 细胞应答，可削弱
机体对感染因子的保护性防御机制应答，这说明随
着肿瘤的生长肿瘤局部的免疫应答逐渐趋于负调
节。提示 TGF-β和 IL- 10 的表达可能与诱导肿瘤
免疫耐受相关。
在肝癌发展过程中，肿瘤细胞通过异常表达 Fas
或使 Fas 功能失常而逃逸 FasL 诱导肿瘤细胞凋亡
的功能；同时，肿瘤细胞大量表达 DcR3 来竞争结合
FasL从而逃避机体的免疫监视。肿瘤细胞还通过调
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